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APS: Ammonium Peroxodisulfate 
BCA: Bicinchoninic Acid 
BSA: Bovine Serum Albumin 
CBB: Coomassie Brilliant Blue (R-250) 
CD: Circular Dichroism 
D.W.: Deionized Water 
DNA: Deoxyribonucleic acid 
dNTP: Deoxynucleotide-5’-triphosphate 
DTT: Dithiothreitol 
EDTA: Ethylenediamine-N,N,N’,N7-tetraacetic Acid 
EtBr: Ethidium Bromide 
GTP: Guanosine triphosphate 
IPTG: Isopropyl-β-D(-)-thiogalactopyranoside 
Kan: Kanamycin 
KPi: Potassium Phosphate 
LB: Luria-Bertani 
LS: Light Scattering 
LSI: Light Scattering Intensity 
MCS: Multiple cloning sites 
MD: Molecular dynamics 
O/N: Over Night 
PCR: Polymerase Chain Reaction 
R.T.: Room temperature 
RNA: Ribonucleic acid 
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
SOE: Splicing by Overlap Extension 
Sul: Sulerythrin 
TAE: Tris Acetate EDTA 
TE: Tris EDTA 
TEMED: N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
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ーン形成や運動形態が生じる場合がある事が特徴である。 
 
















ΔG = ΔH – TΔS     	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (2.1) 
 G：ギブスエネルギー、H：エンタルピー、T：温度、S：エントロピー 
 
	 式(2.1)において、ΔG < 0 となる場合に、自発的な変化が進む。従って、ある変
化の結果、エントロピーが増大する（ΔS > 0）ものの、そのときに系がエネルギ
ー的に不安定になり（ΔH > 0）、最終的にΔG > 0 となる反応は、自発的に起こ
るとは考えられない。従ってこの場合には、反応を進めたいならば、外部からエ
ネルギーを与える必要がある。エントロピーが減少（ΔS < 0）しても、系内がエ
ネルギー的に安定化（ΔH < 0）し、結果としてΔG < 0 となる場合なら、その変
化は自発的に起こる。 
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骨格タンパク質や構造タンパク質であるコラーゲン、アクチン、チューブリン、
中間径フィラメント、繊毛タンパク質等、または昆虫が出す糸を構成するフィブ
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オリゴマー X-X-X-X-X-X-… (10~100 程度) 
ホモポリマー (Homopolymer) -A-A-A-A-A-A-A-A-A-A- 
交互共重合体 (Alternating copolymers) -A-B-A-B-A-B-A-B-A-B- 
ランダム共重合体 (random copolymers) -B-A-B-A-A-A-B-B-A-A- 
ブロック共重合体 (Block copolymers) -A-A-A-A-A-B-B-B-B-B- 
グラフト共重合体 (Graft copolymer) -A-A-A-A-A-A-A-A-A-A- 
      |      | 
   -B-B     B-B-B-B-B- 




























合は pH 依存性であった(図 2.2（b, c）)。更に Dong らは、電荷アミノ酸の数を変
える、チロシンを導入したαヘリックスを混ぜる(図 2.2（d）)、等の方法で、形
成される繊維の構造を変化させられる事を示した[46]。  
Circular Dichroism Spectroscopy. Consistent with our
design, neither SAF-p1 nor SAF-p2 was highly structured
in aqueous solution at pH 7 and 5 °C (Figure 3). However,
when mixed in equal proportions, to give the fiber-producing
mixture, the circular dichroism (CD) spectrum changed and,
moreover, was markedly different from the theoretical
spectrum generated by averaging the spectra for the isolated
peptides. CD spectra for R-helical structures are characterized
by intense minima at 208 and 222 nm. These features,
particularly the signal at 222 nm, were pronounced in the
spectra of the SAF mixtures, but were much less evident in
the spectra of the individual peptides (Figure 3a,b). The shape
and intensity of spectra from 100 µM fiber-producing
mixtures (SAF-p1 and SAF-p2) also changed with time
(Figure 3b). Spectra recorded immediately after mixings
dubbed “fresh” samplessdisplayed some R-helical structure.
However, after incubating the mixture for 1 h at 5 °Cs
“maturation”sthe signal at 222 nm doubled in intensity while
the signal at 208 nm remained almost unaltered. This may
appear inconsistent with R-helical proliferation. However,
the red shifting and dampening of signal toward lower
wavelengths in spectra that we observed is most probably
due to light scattering and flattening distortions that are
commonly seen in particulate systems (35). We note that
similar effects have been observed during the self-assembly
of RecA (36). In this case, the authors report an increase in
turbidity of the RecA solution upon association. Indeed, in
our case, the changes in the CD spectra for 100 µM fiber-
producing mixtures were accompanied by slight clouding of
the solution. Brief centrifugation of these mixtures after
maturation established that the CD signal derived largely
from the suspended material. In addition, and as expected
for a multimerization event, we found that the magnitude of
the mature CD signal depended on peptide concentration; a
fiber-producing mixture with 100 µM of each peptide gave
a much stronger signal than a 10 µM mixture (Figure 3a,b).
As a control, SAF-p3 (the permutation of SAF-p1) was
designed to form a blunt-ended heterodimer with SAF-p1
that should not assemble further into fibers. 100 µMmixtures
of SAF-p2 and SAF-p3 were analyzed by sedimentation
equilibrium in the analytical ultracentrifuge. The resulting
data were best fitted assuming a single ideal species in
solution, and the molecular weight was allowed to vary
during the fit. An Mr of 6422 (with 95% confidence limits
of 5924 and 6911) was obtained, which is very close to the
expected heterodimer value of 6303 calculated from mass
spectrometry of the individual peptides. CD spectra for 100
µM fiber-producing mixtures (SAF-p1 with SAF-p2), and
for blunt dimer-producing mixtures (SAF-p2 with SAF-p3),
are shown in Figure 3c. For the blunt dimer-producing
mixture, the shape and intensity of the CD spectrum were
fully consistent with coiled-coil formation as designed. In
contrast to the fiber-producing mixtures, the blunt dimer-
producing mixtures showed no signs of maturation; that is,
negligible spectral changes and no clouding of solutions
occurred upon incubation. Interestingly, the intensity of the
minimum near 222 nm, which is an accepted indicator of
R-helical structure and degree of R-helical folding, was
similar for both mixtures. This strongly supports the forma-
tion of R-helical structure as designed in the fiber-producing
mixtures despite the spectral shifts observed upon maturation.
Linear Dichroism Spectroscopy. The CD data described
above were consistent with the SAF design and suggested
the formation of large R-helical assemblies. To test if
elongated structures were being formed as designed, we
utilized linear dichroism (LD) spectroscopy. Long polymers
such as duplex DNA with g1000 base pairs can be oriented
FIGURE 2: Computer modeling of the designed self-assembling
fiber. (a) SAF-p1 (colored yellow-to-red from the N- to the
C-terminus) and SAF-p2 (colored blue-to-cyan from the N- to the
C-terminus) interact through core residues including asparagine pairs
(colored green) to form the two strands of a staggered, parallel,
coiled-coil fiber. (b) Negatively charged glutamate side chains
(colored red) and positively charged lysine side chains (colored
blue) form complementary charge interactions between SAF
peptides. For clarity in this panel, both SAF peptides are shaded
dark to light gray from their N-terminus to the C-terminus. FIGURE 3: Spectroscopic evidence for the formation of high-orderhelical structures by the SAF peptides. (a) Circular dichroism (CD)
spectra at 10 µM for SAF-p1 (- -), SAF-p2 (---), the average of
these spectra (s), and the experimental SAF peptide mixture (O).
(b) CD spectra for SAF-p1 and SAF-p2 at 100 µM. The key is the
same as for part a, but with an additional spectrum (b) for the
SAF peptide mixture after “maturation” for 1 h. (c) CD spectra of
matured fiber-producing (SAF-p1 with SAF-p2) (b), and blunt-
dimer producing (SAF-p2 with SAF-p3) (O) mixtures at 100 µM.
(d) CD spectra for SAF-p1 and SAF-p2 at 100 µM in 0.5 M KF;
the key is the same as for part a. For clarity, only a fraction of the
experimental data points are highlighted by the symbols (b) and
(O).
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図 2.2. （a）αヘリックスが二量体化してコイルドコイルを形成し、さらに束に
なって伸張するメカニズム。同じペプチドが、4 mM, pH 3.3 の条件で自己集合し
た場合（b）と、0.4 mM, pH 3.5 で自己集合した場合（c）。チロシンを含んだペ






結 合 を 誘 発 す る ア ミ ノ 酸 は 必 要 な い と し て い る 。 筆 者 ら は 、
L-rhamnulose-1-phosphate aldolase（Rua）タンパク質の両端（head と tail）にイン
ターフェイスを導入し、ナノ繊維状の凝集を得る事に成功した（図 2.3）。 
 
図 2.3.	 4 量体を形成する Rua タンパク質（a）。Rua タンパク質を二分子結合さ
せるインターフェイスを top 部位（b）と tail 部位（c）にそれぞれ設計できた。
インターフェイスを top 部位と tail 部位の両端に導入すると、nm スケールのタン
パク質繊維が観察された（d）。  
equilibrium model function by nonlinear least-squares method
provided by UltraScan software.
Results and Discussion
Peptides were induced to self-assemble by lowering the
solution pH to 3.5, thereby neutralizing the glutamic acid side
chains. The nanostructures resulting from the self-assembly
process were examined by vitreous ice cryo-TEM. The second-
ary structure associated with the formation of nanostructures
was examined by circular dichroism polarimetry (CD) and FT-
IR. Although CD and FT-IR both showed R-helical secondary
structure for peptide 1 at 0.1 wt% and 1 wt% (equal to 0.4 mM
and 4 mM respectively) as characterized by the double minima
at 208 and 222 nm in the CD spectrum and strong 1652 cm-1
absorbance in the IR spectrum (Figure SI-1, Supporting
Information), the nanostructure revealed by TEM was signifi-
cantly different between the two concentrations. As shown in
Figure 1a and Figure SI-2, Supporting Information, cryo-TEM
at 1 wt% revealed a hierarchical organization of bundles of
fibrils with 4 nm diameter. Dilution of peptide 1 to 0.1 wt%
resulted in fiber unbundling. At this lower concentration cryo-
TEM showed individually isolated fibrils with diameters of 4
nm (Figure 1b). This indicates that the addition of positively
charged amino acids in the peripheral region appears to have
successfully prevented lateral aggregation or “ripening” of fibrils
under diluted condition through electrostatic repulsion. When
the concentration is below 0.1 wt%, no fibers of any kind could
be observed (data not shown).
Assuming the nanofibrous structure observed at 0.1 wt%
illustrates the minimal level of hierarchy in nanofiber organiza-
tion, and because there are no design features in the primary
sequence to promote sticky ended assembly, we propose an
alternative mechanism for fiber formation. We propose that
traditional blunt ended coiled coils are formed (Figure 2b) which
above a minimum concentration associate with one another in
an offset pair of coiled coils (Figure 2c). This serves as a
nucleation point for fiber formation.
Such an organization allows the propagation of nanofibers
in the axial direction without preforming a sticky ended dimer
dictated by peptide primary sequence and reflects an alternative
way to generate coiled coil based nanofibers. In fact, the peptide
tetramer composed of side by side packed coiled coil dimers
has been previously observed by Kim et al.29 in 2001 in a
synthetic heterodimeric coiled coil. Their crystal structure
indicated three copies of the dimer per asymmetric unit (protein
data bank id: 1kd8, see Figure SI-12, Supporting Information
for illustration). Two copies are in close contact with one another
by means of noncovalent interaction between residues found
both in the peripheral (positions b, c, f) and the electrostatic
(positions e, g) regions, giving rise to an antiparallel association
of dimeric coiled coils approximately 3.7 nm in diameter. This
is in good agreement with the dimensions of coiled coil fibrils
we have observed by cryo-TEM (4 nm, Figure 1). Figure 2d
shows a cartoon of the minimum fibril structure with a 3.7 nm
diameter.
It has been reported in the literature that R-helical fibers can
be created both from R-helices oriented parallel to the fiber
axis10 and R-helices oriented perpendicular to the fiber axis.30
To differentiate these possibilities, we have performed oriented
FT-IR measurements similar to those performed on other self-
assembling peptide fibers.26,31-33 These results demonstrate
conclusively that the fibers are composed of R-helices (amide
I at 1652 cm-1) and that these R-helices are oriented parallel
to the fiber axis. (see supplementary Figure SI-11, Supporting
Information).
(29) Keating, A. E.; Malashkevich, V. N.; Tidor, B.; Kim, P. S. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 2001, 98, 14825–14830.
(30) Lazar, k. L.; Miller-Auer, H.; Getz, G. S.; Orgel, J. P. R. O.; Meredith,
S. C. Biochemistry 2005, 44, 12681–12689.
(31) Kim, H. S.; Hartgerink, J. D.; Ghadiri, M. R. J. Am. Chem. Soc. 1998,
120, 4417–4424.
(32) Paramonov, S. E.; Jun, H. W.; Hartgerink, J. D. J. Am. Chem. Soc.
2006, 128, 7291–7298.
(33) Dong, H.; Paramonov, S. E.; Aulisa, L.; Bakota, E. L.; Hartgerink,
J. D. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 12468–12472.
Figure 1. Cryo-TEM image of peptide 1 at (a) 1 wt% (4 mM) and pH 3.3
and (b) 0.1 wt% (0.4 mM) and pH 3.5.
Figure 2. Proposed mechanism of self-assembly into nanofibers.
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The key parameter co trolling fiber formation in our system
is concentration. Several samples of peptide 1 prepared at
different concentration were examined by cryo-TEM and only
when the concentration is above 0.1 wt% are fibers present. At
high concentrations the small fibrils bundle into fibers with much
larger diameter (Figure 2e). At lower concentration, equilibrium
lies in favor of soluble, dimeric coiled coils. Although we are
proposing an alternative mechanism of fiber formation, it should
be noted that this is not in conflict with the sticky ended coiled
coil mechanism proposed by Woolfson but simply shows an
alternative route to fiber formation which may be applicable to
a wide range of coiled coils at high co centrations. Fi er
formati n at lower conce tratio (for example 100 µM in
contrast with 400 µM in our system) can be achi ved in systems,
such as the SAF peptides developed by Woolfson’s group,10 in
which sticky ends re designed to favor the elongation of
nanofibers.
Additional p tides were synthesized and tested for their
ability to form nanofibers as peptide concentration changes. As
with peptide 1, peptide 2 and 3 formed hydrogels at 1 wt% at
acidic pH, where the glutamic acids are fully neutral zed to avoid
charge repulsion between adjacent helices. Figure 3a shows the
reversible formation and dissolution of a self-supporting gel
formed by peptide 2 (peptide 1 under the same condition formed
transparent hydrogels which are difficult to photograph). Self-
assembly was triggered by the addit n of concentrated HCl
vapor and disassembly was accomplished by neutralization with
ammonium hydroxide. The gels were examined by vitreous ice
cryo-TEM revealing formation of large quantities of fibers with
∼20 nm diameter, as shown in Figure 3b.
Gel samples were deposited and dried onto a diamond surface
and examined by attenuated total reflection (ATR) FT-IR to
identify the secondary structure involved in the formation of
s lf-assemb ed nanofibers. As shown in Figure SI-3, Supporting
Information, a major peak at 1650 cm-1 appeared in amide I
b nd for peptide 2, indicating the presence of R helical
secondary structure as opposed to ! sheets or random coils.
CD (Figure SI-4, Supporting Information) also revealed a
spectrum characteristic of R helical organization with double
minima at 208 and 222 nm, respectively. At low concentration,
the helical structure remains, but fibers do not form (Figure SI-
7, Supporting Information). For peptide 2, only thick fiber
bundles were observed even at a concentration at which peptide
1 forms very thin fibers. The diameter of these fibers is much
larger than what we expect for two units of coiled coil dimers.
These large 20 nm bundles are likely due to lateral association
of individual coiled coil fibrils, similar t previously reported
syst ms10,13,18,34 where nanofibers built from coiled coil peptides
were shown to agg egate into thicker fibers in a 3D hexagonal
lattice.35 We believe fiber ripening, in our case, is a process
facilitated by the noncov l nt interactions between hydrophilic
residues (glutam n and serine) occupying peripheral positions
and/or neutral zed glutamic acid from the electrostatic region
between neighboring fibrils. Whereas in the case of peptide 1,
at 0.1% by weight, fibrils are limited to a 4 nm diameter due to
the charge repulsion betw en lysine residues in the b, c, or f
po itions. The distinction in fiber bundling seen with peptide 1
and peptide 2 indic tes the critical importance of residues in
the peripheral region in controlling the nanoarchitecture of coiled
co l nanofibers.
It has been dem strated that peptides forming !-sheets
xhibit similar fiber morphologies as shown in Figure 1.33,36
Furthermore, R-helical peptides have been shown to convert to
!-sh et nanofibers over time or under adverse conditions.25,26
To exclude the possibility of !ι sheet formation in the self-
assembly and fibril formation, extensive studies focusing on
secondary structures as observed by CD and IR have been
carried out to exclude !-sheet nanofiber formation across a wide
concentration range (0.1 wt% - 1 wt%). In previous studies,
!-sheet formation has been shown to be accelerated by increased
concentration, long time of incubation and high temperature.
To stress test, peptide 1 at 1 wt% was subject to 95 °C for half
an hour before being cooled down to room temperature. CD
showed unfolding at high te perature and refolding to R-helix
(with no ob ervable !-sheet formation) when the temperature
was lowered (Figure SI-8c and SI-8d, Supporting Information).
FT-IR spectra were then acquired after drying onto a diamond
surface. Both nonheated and heated samples indicated R-helices
as the predominant species (Figure SI-8a, Supporting Informa-
tion). Similar heating and drying experiments were performed
on peptide 2 (SI-8b) which also found no formation of !-sheet.
An alternative explanation is that a soluble fraction of the peptide
suspension was contributing to the R-helical signal and masking
an underlying !-sheet signal. To eliminate this possibility the
gel formed by peptide 2 was centrifuged at 13 000g for 8 min
separating it into a fully soluble and clear supernatant and a
white pellet. These were then examined separately by CD, FT-
IR and cryo-TEM to characterize each fraction. As indicated
(34) Melnik, T. N.; Villard, V.; Vasiliev, V.; Corradin, G.; Kajava, A. V.;
Potekhin, S. A. Protein Eng. 2003, 16, 1125–1130.
(35) Papapostolou, D.; Smith, A. M.; Atkins, E. D. T.; Oliver, S. J.;
Ryadnov, M. G.; Serpell, L. C.; Woolfson, D. N. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 2007, 104, 10853–10858.
(36) Lamm, M. S.; Rajagopal, K.; Schneider, J. P.; Pochan, D. J. J. Am.
Chem. Soc. 2005, 127, 16692–16770.
Figure 3. (a) Gel formation and dissolution with treatment of concentrated
HCl and NH4OH vaper. (Upper) from left to right, peptide 2 dissolved in
water at a concentration of 1 wt% (4.065 mM) at pH 9 is exposed to HCl
vapor. (Lower) Gel formed upon acidification is treated with ammonia
hydroxide leading to fully dissolution. (b) Cryo-TEM image of nanofibers
formed by gelated peptide 2.
Figure 4. Cyro TEM image of (a) peptide 3 and (b) peptide 4 at 1 wt%
(3.995 mM for peptide 3 and 3.938 mM for peptide 4) and pH 3.3.
13694 J. AM. CHEM. SOC. 9 VOL. 130, NO. 41, 2008
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Both dimers were stable in rechromatography
and in DLS (Table 1). However, neither of them
yielded crystals, although a total of 24 mg of
dimer was used in crystallization screens. Again,
the dimer structure is most likely close to that of
Fig. 1D.
On the basis of the molecular twofold axis of
nativeOas, we designed aD2-symmetric tetramer
by axis alignment and rotation angle adjustment.
We chose a tail-tail association and constructed
the three mutants Oas-A, -B, and -C (24) for as-
sociation at rotation angles of 86° and 29° (Fig. 1,
E and F). The obtained t tramer fracti ns ranged
around 6% (Fig. 2C). For all threemutants, rechro-
matography resulted in pure tetramers, indicating
that they were stable, and adopted structures sim-
ilar to those of Fig. 1, E and F, as defined by the
positions of themutations.We produced a total of
35 mg of tetramers, which we used in various
crystallization screens. These attempts yielded a
number of initial crystals. Among them, one O s-
C crystal form grew to sizes suitable for an x-ray
analysis. Unfortunately, it contai ed only dimers
(Table 1 and tables S1 and S2).
With Uro we followed the same approach as
with Oas. We chose a tail-tail association at the
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) do-
mains and found a suitable rot ti n angle of 65°
(Fig. 1G).We introduced two small nonpolar side
chains in place of wo polar side ch ins nd ad-
justed one nonpolar side chain in order to im-
prove the fit. The resulting mutant, Uro-A,
formed a tetramer fracti n of 80% or more (Fig.
2D). The purified tetramer was stable in SEC and
DLS (Table 1). It was crystallized, and the struc-
ture was established at high resolution (24). The
actual tetr mer followed th design in general
terms (Fig. 3A). A alysis showed th t the two
observed contacts between the four NAD+ do-
mains were nearly identical, which confirmed
that they were highly specific. However, the con-
tact that was actually produced deviated from that
which was designed by a r lative shift of about
1.5 Å between the contact partners, and th s shift
was i compatibl with the designed D2 symme-
try (Fig. 1G).
Apparently, the d signed contact was so
strong that this incompatibility caused a disrup-
tion of the associated protei s themselv rather
than preventing contact formati n. The observed
new contact caused two of the four NAD+ do-
mains to be lifted off the pr tei co s, one in
each dimer. This was unexpected b cause the
native contact area between core an NAD+
domain was much larg r than th newly formed
interface. As a o seq ence, the desig d global
D2 sym etry broke p into four local C2 sym-
metrie , the axes of which were tilted by about
10° and d splaced by about 2 Å n el tion to the
D2 d sign (Fig. 3A). However, he tetramer kept
a globalC2 symmetry defined by he twofold axis
pointing toward the viewer.
Rua is a C4-symmetric tetra er that is asso-
ciated via its C-terminal domains, whereas its N-
t rminal domai s dangle like tails into th solvent
(Fig. 1H).We designed theD4-sym etric tail-tail
complexes Rua-A, Rua-B, and Rua-C with inter-
di itati g tails and very large interfaces (Table
1 and table S1). Given the contact multiplicity of
8 for the design, single point m tations in Rua-A
and -B and a double mutation in Rua-C sufficed
to yield 100% octamer in SEC and DLS (Fig.
2E).Moreover, all threemutants crystallized. The
high-resolution structures showed that Rua-A
formed the desig ed octamer (Fig. 3B), whereas
Rua-B formed an octamer with displaced four-
fold axes (Fig. 3C) and Rua-C dissociated into
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Fig. 2. SEC of modified and native proteins
(24). Each peak is labeled with its apparent mass
(kD). Initial runs are given in solid lines,
rechromatographed fractions in dashed lines,
and standards in dotted lines. (A) Pga-A with
monomer and covalent-dimer standard (24). (B)
Pga-D with monomer and covalent-dimer stan-
dard (24). (C) Oas-A with rechromatographed
tetramer and dimer. (D) Uro-A with wild-type
standard. (E) Rua-A and Rua-E (dash-dot line)
with wild-type standard. The Rua-B and Rua-C
distributions were identical to that of Rua-A. (F)











Fig. 3. Established oligomer structures (24). All mutations are marked by purple spheres. (A) Crystal
structure of C2-symmetric Uro-A showing the twofold molecular symmetry axis (red) and four local twofold
axes relating the cores (darker colors) and the NAD+ domains (light colors) to their counterparts. The
interface between core and NAD+ domains was broken in the lower left and upper right chains. (B) D4-
symmetric octamer Rua-A. (C) C2-symmetric octamer Rua-B. (D) Negatively stained electron micrograph
of Rua-E showing the fiber association and a Rua-A octamer (B) at the scale defined by the box edge. (E)
Native mycobacterial porin (28). The encircled membrane-immersed part was deleted, giving rise to Myp-
A. (F) D8-symmetric association of two Myp-A molecules (top and bottom ring). The positions of the 52-
residue deletions are marked by red spheres (fig. S1D).



























side chains, the side-chainmobility describes part
of the entropy reduction required for associations
(21, 22). Therefore, if possible, mobile side
chains have to be identified and eliminated. Be-
cause the mobility of a side chain depends on its
environment, its derivation from a single crystal
structure is difficult. However, for the enzyme
L-rhamnulose-1-phosphate aldolase (Rua) (23) 10
high-resolution crystal structures with different
packing arrangements are available (24). Within
this group, we compared the side-chain torsion
angles c1 and c2 for each relevant residue,
derived the angular spread in the 10 structures,
and defined it as the side-chainmobility (24). The
resulting mobility distribution over the surface
contained surprisingly few hot spots (Fig. 1B).
Unfortunately, it was not available when we
designed our contacts, but we were able to use it
for the assessment of an unexpected contact (see
below).
The production of homo oligomers was tried
at increasing levels of symmetry. In our attempt
to make dimers of monomeric 6-phospho-b-
galactosidase (Pga) (25), we enriched two crystal
contacts across local twofold axes (Fig. 1, C and
D) with nonpolar residues. In order to design
tetramers from dimericO-acetylserine sulfhydry-
lase (Oas) (26) and urocanase (Uro) (27), we
aligned the dimers along their molecular axes and
performed a one-dimensional search along the
relative rotation angle (fig. S4), which yielded
two suitable orientations for Oas and one for Uro
(Fig. 1, E toG). The samewas carried out for Rua
(23) and its molecular fourfold axis (Fig. 1H nd
fig. S4B). The alignment along an axis allows
three arrangements of the contacting partn rs,
which we designated head-head, tail-tail, and
head-tail (equals tail-head), defining an arbitrary
end as the head.With Oas and Uro, we performed
only a tail-tail association, whereas all three types
of association were assayed with Rua. The D8-
symmetric tail-tail association of an engineered
fragment of th mycobacterial porinMspA (Myp)
(28) was fully unexpected.
Guided by one of the crystal contacts of Pga,
we produced the two mutants Pga-A and Pga-B
(24) that yielded about 3% dimer, as shown by
size-exclusion chromatography (SEC) and dynam-
ic light scattering (DLS) (Fig. 2A and Table 1).
The Pga-A dimer was stable in rechromatogra-
phy and in DLS. Crystallizati n attempts of the
dimer fraction failed. The single dimer peak in
the rechromatography (Fig. 2A) demonstrated
that the obtained dimer was stable. Its structure is
certainly similar to that shown in Fig. 1C because
the contact is defined by the applied mutations.
Following the o her cryst l contact, we con-
structed the two mutants Pga-C and Pga-D (24)
that resulted n about 50% dimer (Fig. 2B).
Fig. 1. Design of protein assemblies
(24). The proteins in (C) to (H) are
depicted as thick-lined Ca plots at
various scales with mutated residues
as colored spheres. (A) Sketch of an
asymmetric interface between patches
a and b, which, in general, gives rise to
an infinite helix (top). A C2-symmetric
interface also between patches a and b
doubles the numbers of contacts and
forms a globular complex (bottom).
Along the same lines, the reported D2,
D4, and D8 oligomers have 4-, 8-, and
16-fold contacts, respectively (fig. S4).
(B) Side-chain mobility of the C4-
symmetric Rua, color-coded from 0°
(blue) to 90° (red) angular spread in
the torsion angles c1 and c2 (24). The
C- and N-terminal domains are at the
top and bottom, respectively. (C) Pga-
A and -B designed in crystal contact
a-a (25). (D) Pga-C and -D designed
in crystal contact f-f (25). (E) Oas-A
and -B planned as a D2 tetramer at a
rotation angle of 86° around com-
mon molecular twofold axis (vertical).
(F) Oas-C designed as a D2 tetramer
at an alternative rotation angle of
29°. (G) Designed D2 tetramer of
Uro-A around a common molecular
twofold axis (vertical). The designed

























Table 1. Protein-protei associations (24). Double prime entries indicate the sam entry as in the
line above; dash entries indicate that a small number of experiments were unsuccessful; none

















Pga-A 1 × 468 750 Ph 2 3 2 2 –
Pga-D ″ 860 Phe2, Trp, M t 56 2 2 none
Oas-A 2 × 303 1080 Asn, Thr, Ile, Val 6 4 4 –
Oas-C ″ 1200 Asn2, Ile, Leu2 5 4 4 2
Uro-A 2 × 557 1760 (1570) Ile2, Ala 80 4 4 4
Rua-A 4 × 274 3060 (4040) Phe 100 8 8 8
Rua-B ″ 3250 (1970) Tyr 100 8 8 8
Rua-D ″ 1410 Trp, Ser 60 8 8 4
Rua-E ″ 4470 Phe, Tr , Ser 100 poly poly fiber
Myp-A 8 × 184 (2480) 52-deletion 100 16 – 16



























Both dimers were stable in rechromatography
and in DLS (Table 1). However, neither of them
yielded crystals, although a total of 24 mg of
dimer was used in crystallization screens. Again,
the dimer structure is most likely close to that of
Fig. 1D.
On the basis of the molecular twofold axis of
nativeOas, we designed aD2-symmetric tetramer
by axis alignment and rotation angle adjustment.
We chose a tail-tail association and constructed
the three mutants Oas-A, -B, and -C (24) for as-
sociation at rotation angles of 86° and 29° (Fig. 1,
E and F). The obtained tetramer fractions ranged
around 6% (Fig. 2C). For all threemutants, rechro-
matography resulted in pure tetramers, indicating
that they were stable, and adopted structures sim-
ilar to those of Fig. 1, E an F, as defined by the
positions of themutations.We produced a t t l of
35 mg of tetramers, which we used in various
crystallization screens. These attempts yielded a
number of initial crystals. Among them, one Oas-
C crystal form grew to sizes suitable for an x-ray
analysis. Unfortunately, it contai ed only dimers
(Table 1 and tables S1 and S2).
With Uro we follow d the same appro ch as
with Oas. We chose a tail-tail association at the
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) do-
mains and found a suitable rotation angle of 65°
(Fig. 1G).We introduced two small nonpolar side
chains in place of two polar side chains and ad-
justed one nonpolar side chain in order to im-
prove the fit. The resulting mutant, Uro-A,
formed a tetramer fra tion of 80% or or (Fig.
2D). The purified tetramer was stable in SEC and
DLS (Table 1). It was cry tallized, and the struc-
ture was established a high lut on (24). The
ct al t tramer follow the design in general
terms (Fig. 3A). An analysis showed that the two
observed contac s be ween the ur NAD+ do-
mains were nearly identical, which confirmed
hat they were highly specific. H wever, the on-
tact that was actually produce deviated fr m that
w ich was designed by a relative shift of about
1.5 Å between the contact part rs, and this shift
was inc mp tible with the desig ed D2 symm -
try (Fig. 1G).
Apparently, the designed contact was so
strong that this ncompatibility cau ed a disrup-
tion of the associated proteins themselves rather
than preventing contact formation. The observed
new contact caused two of the four NAD+ do-
mains to be lifted off the protein cores, one in
each dimer. This was unexpected because the
native contact area between core and NAD+
d main was much larger than the newly formed
interface. As a consequence, the designed global
D2 symmetry broke up into four local C2 sym-
metries, the axes of which were tilted by about
10° and displaced by about 2 Å in relation to the
D2 design (Fig. 3A). However, the tetramer kept
a globalC2 symmetry defined by the twofold axis
pointing toward the viewer.
Rua is a C4-symmetric tetramer that is asso-
ciated via its C-terminal domains, whereas its N-
terminal domains dangle like tails into the solvent
(Fig. 1H).We designed theD4-symmetric tail-tail
complexes Rua-A, Rua-B, and Rua-C with inter-
digitating tails and very large interfaces (Table
1 and table S1). Given the contact multiplicity of
8 for the design, single point mutations in Rua-A
and -B and a double mutation in Rua-C sufficed
to yield 100% octamer in SEC and DLS (Fig.
2E).Moreover, all threemutants crystallized. The
high-resolution structures showed that Rua-A
formed the designed octamer (Fig. 3B), whereas
Rua-B formed an octamer with displaced four-
fold axes (Fig. 3C) and Rua-C dissociated into
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Fig. 2. SEC of modified and native proteins
(24). Each peak is labeled with its apparent mass
(kD). Initial runs are given in solid lines,
rechromatographed fractions in dashed lines,
and standards in dotted lines. (A) Pga-A with
monomer and covalent-dimer standard (24). (B)
Pga-D with monomer and covalent-dimer stan-
dard (24). (C) Oas-A with rechromatographed
tetramer and dimer. (D) Uro-A with wild-type
standard. ( ) Rua-A and Rua-E (dash-dot line)
with wild-type standard. The Rua-B and Rua-C
distributions were identical to that of Rua-A. (F)











Fig. 3. Established oligomer structures (24). All mutations are marked by purple spheres. (A) Crystal
structure of C2-symmetric Uro-A showing the twofold molecular symmetry axis (red) and four local twofold
axes relating the cores (d rker colors) and the NAD+ domains (light colors) to their counterparts. The
interface between core and NAD+ domains was broken in the lower left and upper right chains. (B) D4-
symmetric octamer Rua-A. (C) C2-symmetric octamer Rua-B. (D) Negatively stained electron micrograph
of Rua-E showing the fiber association and a Rua-A octamer (B) at the scale defined by the box edge. (E)
Native mycobacterial porin (28). The encircled membrane-immersed part was deleted, giving rise to Myp-
A. (F) D8-symmetric association of two Myp-A molecules (top and bottom ring). The positions of the 52-
residue deletions are marked by red spheres (fig. S1D).
















































ある[50],[51]。Brodin や Tezcan らは、この配位結合モチーフを基本としたインタ
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る事で 4-ヘリックスバンドルを形成する LARTH（Lac repressor two helix）の遺伝




























でヘリックスを一巻き（7 残基で 2 周）している。この 7 残基に a から g の記号
をつけるとする。ヘリックスバンドル内部に配置されるアミノ酸に、a, d の記号
が当てはまるように記号をつけていくと、a と d の記号のアミノ酸は疎水性で、
b, c, f に当たるアミノ酸は極性アミノ酸、e, g に当たるアミノ酸は電荷を持つとい




図 2.5. 4-ヘリックスバンドルを構成する 4 本のα-ヘリックスを上から見た図。
N, C の記号は、手前側が N 末端側（N）か C 末端側（C）かを示す。ヘリックス
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 Root や Fairman らは、単独のα-ヘリックスが４本重合して、4-ヘリックスバン






図 2.6. 7 残基繰り返し配列の b と c の位置に、それぞれグルタミン酸（E）もし
くはリジン（K）を導入したα-ヘリックスで構成される 4-ヘリックスバンドル。 
 
	 同様の結果として、LARFH を構成する 4 本のヘリックス（I~IV）の b の位置に、
I と II 番目のヘリックスにはリジンを、III と IV 番目のヘリックスにはグルタミ
ン酸を導入した研究も本研究室で行われた（図 2.7）[62]。その結果、変異を導入
しなかった LARFH に比べると、15 mM NaCl 下では、5℃の熱変性中点上昇が観
測された。 
Design of Heterotetrameric Coiled Coils: Evidence for Increased Stabilization by
Glu--Lys+ Ion Pair Interactions
Robert Fairman,* Hann-Guang Chao, Thomas B. Lavoie, Joseph J. Villafranca, Gary R. Matsueda, and Jiri Novotny
DiVision of Macromolecular Structure, Bristol-Myers Squibb Pharmaceutical Research Institute, P.O. Box 4000,
Princeton, New Jersey 08543-4000
ReceiVed NoVember 27, 1995; ReVised Manuscript ReceiVed January 11, 1996X
ABSTRACT: Electrostatic interactions between charged amino acids often affect heterospecificity in coiled
coils as evidenced by the interaction between the oncoproteins, fos and jun. Such interactions have been
successfully exploited in the design of heteromeric coiled coils in a number of laboratories. It has been
suggested that heterospecificity in these dimeric coiled-coil systems is driven not by specific electrostatic
interactions in the heterodimers but rather by electrostatic repulsion acting to destabilize the homodimer
state relative to the heterodimer state. We show that it is possible to design ion pair interactions that
directly stabilize the heterotetrameric coiled-coil state. Synthetic peptides were used whose sequences
are based on the C-terminal tetramerization domain of Lac repressor, as a model system for four-chain
coiled coils (Fairman et al., 1995). These Lac-based peptides, containing either glutamic acid (Lac21E)
or lysine (Lac21K) at all b and c heptad positions, only weakly self-associate but, when mixed, afford a
highly stable heterotetramer. This study represents the first experimental evidence for the importance of
the b and c heptad positions to the stability of coiled coils. Finally, pH dependence and NaCl dependence
studies show that heterotetramer stability is driven by ion pair interactions between glutamate and lysine;
these interactions contribute about 0.6 kcal/mol of stabilizing free energy for each potential glutamate-
lysine pair.
Coiled coils are R-helical protein structural motifs which
act as multimerization modules. Intrinsic flexibility of helix-
pairing interactions provides the opportunity for this motif
to adopt multiple oligomerization states and to form het-
erospecific interactions, often through only a few changes
in the polypeptide sequence. For example, mutations of the
core residues of GCN4 (a and d heptad positions; see Figure
1) allow this coiled coil to form dimers, trimers, or tetramers
(Harbury et al., 1993). The amino acid sequences of coiled
coils are described frequently in units of heptad repeats, as
there are exactly seven residues per two turns of R-helix.
By convention, the seven positions within a heptad are
denoted a-g (Figure 1).
Electrostatic effects can mediate oligomerization states
(Alberti et al., 1993; Krylov et al., 1994) and can also define
heterospecificity of interchain interactions. Electrostatic
interactions are largely responsible for the pairing specificity
between the coiled-coil domains from the oncoproteins fos
and jun (O’Shea et al., 1992). Several recent X-ray crystal
structures of coiled coils have helped us to understand the
atomic details of the contribution of such electrostatic
interactions to the structure of coiled coils (O’Shea et al.,
1991; Harbury et al., 1993; Glover & Harrison, 1995). A
number of laboratories have used this information to exploit
electrostatic interactions in the design of heterodimeric coiled
coils (O’Shea et al., 1993; Graddis et al., 1993; Krylov et
al., 1994; Zhou et al., 1994).
To explore issues of specificity for coiled coils that form
higher order oligomers, peptides based on the tetramerization
domain of Lac repressor were used as a model system
(Fairman et al., 1995). We had demonstrated previously that
synthetic peptides derived from the C-terminal 21 amino
acids of Lac repressor form four-chain coiled coils with
* Author to whom correspondence should be addressed.
X Abstract published in AdVance ACS Abstracts, February 15, 1996.
FIGURE 1: Helical wheel diagram showing E-K interactions at b
and c positions for the Lac21E and Lac21K peptide sequences. The
amino acid sequences for the peptides are
The parent peptide sequence is
2824 Biochemistry 1996, 35, 2824-2829
0006-2960/96/0435-2824$12.00/0 © 1996 American Chemical Society
+ +
+ +
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図 2.7.	 作製された LARFH の変異体の変異箇所。b の位置に、I と II 番目のヘリ






ル構造を取る。Munson らは、ROP プロテイン中のα-ヘリックスの a と d の位置




図 2.8. 溶液中で二量体化して 4-ヘリックスバンドル構造をとる ROP タンパク質
のヘリックスをリボンで示した図（a）。野生型 ROP タンパク質の内側（b）に、
Effect of charged residues on the stability of a four-helix
 bundle conformation 
Masaki Fukuda, Noriaki Nara, Satoshi Akanuma, Akihiko Yamagishi 
Dept. of Mol. Biol., Tokyo Univ. of Pharm. & Life Sci. 
Abstract 
 The four-helix bundle motif is prevalent at protein subunit interfaces where it helps to stabilize subunit-subunit interactions. Mimicking this motif, we are 
attempting to design de novo protein-protein interactions via formation of an intermolecular four-helix bundle. LARFH (lac repressor-derived four-helix bundle 
protein) was designed and synthesized based on the C-terminal sequence of Escherichia coli lac repressor, which is involved in its four-helix-bundle domain. 
In LARFH, the association of the four helices is driven and stabilized by the hydrophobic core made up of the apolar faces of the amphiphilic helices, as 
observed for natural four-helix bundle structures. In this study, in order to investigate the effect of charged residues on the stability of the association of four-
helices, we introduced either Lys-Glu or Arg-Asp pair into LARFH as follows: Two Lys and two Glu residues were introduced into the interior core of LARFH 
(variant 1); two Arg and two Asp residues were introduced into the interior core (variant 2); Lys and Glu residues were introduced into the side faces of 
LARFH (variant 3). In each variant, the introduced charged residues are expected to form electrostatic interactions. The original LARFH and its variants were 
characterized in terms of their thermal stability. As the results, variant 1 and variant 2 were precipitated upon a heat-treatment at 70. In contrast, variant 3 is 
more thermally stable than the original LARFH by 5 and its melting temperature is 109 in the presence of 15 mM NaCl. Thus, the variant 3-type of four-
helix bundle may be a good model to be mimicked for designing de novo intermolecular four-helix bundles. 
Material&Methods 
 In LARFH, the association of the four helices is driven and stabilized by the 
hydrophobic core made up of the apolar faces of the amphiphilic helices, as 
observed for natural four-helix bundle structures. LARFH has heptad repeat as is 
a natural four-helix bundle. 
LARFH 
(Lac Repressor derived Four-Helix bundle) 
Lac repressor [pdb ID:1LBI] LARFH (model) 
Methods 
↓Design mutation using a pdb viewer soft 
↓Mutagenesis 
↓Ligation to the plasmid (pQE-30Xa) 
↓Sequencing analysis 
↓Transformation of E. coli (M15) 
↓Protein expression 
↓Heat treatment test (70) 
↓Purification 
↓Thermal denaturation study  
   by circular dichroism 
Strategy 1 
   In order to investigate the effect of charged residues on the stability of the association 
of four-helices, we introduced + and – charge pairs into the interior core of LARFH. 
Strategy 2 
   In order to investigate the effect of charged residues on the stability of the association 








Thermostability of LARFH-K6E6 is greater than that of LARFH. 
The effect of charged residues on the stability of the four-helix 
bundle protein depends on the positions where positively and 
negatively charged residues are introduced. 
Conclusion 
Introduction of charged residues at the interior core did not stabilize 
the association of four helices.  
The charged residues at side faces of the bundle contribute to the 
stabilization of four-helix association through electrostatic interaction. 
This strategy can be applied to improve the stability of four-helix 







Variant 3: LARFH-K6E6 
Melting temperature 
                                                          NaCl 
          Protein                      15 mM              500 mM 
          LARFH                        104               108 
     LARFH-K6E6                   109               111 
     LARFH-EEKK                               < 70 
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Wild-- R o ~  Fig. 1. Ribbon diagram (Kraulis, 1991) of wild-type 
R6p (Banner et al.: 1987) and schematic represen- 
tations showing the hydrophobic core side chains in 
one monomer  of wild-type and the repacked mu- 
tants. Large circles represent leucine; small circles, 
alanine; large squares represent large, non-leucine 
side chains; and small squares represent small, non- 
alanine side chains. Ellipses represent methionine 
residues and triangles represent valine  residues. Col- 
ored side chains indicate  the repacked layers. Be- 
cause Rop is an antiparallel  dimer, residues in the 
upper layers of one monomer interact with residues 
in the lower layers of the other monomer and vice 
versa. 
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the replication of ColEl plasmids (Cesareni & Banner, 1985). 
Rop is a homodimer of two 63-residue helix-turn-helix mono- 
mers (Banner et  al.,  1987)  (Fig.  1). The hydrophobic core of Rop 
can be considered as eight layers of side chains perpendicular 
to  the long axis of the bundle. In  the “heptad  repeat” nomen- 
clature describing associating helices (Cohen & Parry, 1986), 
each layer is formed by two “a” a d  two “d” residues (Fig. 2). 
In most of the layers of the wild-type protein,  the “a” residues 
are relatively small and the “d” residues relatively large, with a 
large residue from  one layer packing against a small residue in 
the preceding and succeeding layers (see schematic in Fig. 1). 
In an earlier study, we demonstrated that it is possible to re- 
pack the  hydrophobic core of Rop using exclusively alanine at 
the “a” positions and leucine at the “d” positions to generate sta- 
ble proteins with  native-like structures and properties (Munson 
et al., 1994a). In the present study, we extend these findings 
by investigating how the stability and structural properties of 
Rop can  be modulated by varying  either the number of repacked 
alanine and leucine layers or the pattern  and identity of the hy- 
drophobic residues at  the  “a”  and  “d” positions. 
Results and  discussion 
Hydrophobic core  designs 
A set of mutants was designed in which either two, four, six, 
or eight of the layers of the  hydrophobic  core were replaced 
by layers containing alanine at the “a” positions and leucine at 
the “d” positions (Fig. 1). Each of the mutants is named accord- 
ing to the identity of the residues at  the “a” and  “d” positions 
of the repacked layer and the  number of repacked layers; for 
example, Ala2Leu2-8 has all eight layers repacked with alanine 
in  the “a” positions and leucine in the  “d” positions (see Mate- 
rials and methods). As can be  seen in the schematic in Figure 1, 
the wild-type Rop  has  a “reversal” in the packing in the second 
and seventh  layers: a large residue  occupies the “a” position, and 
a small residue, the  “d” position. This reversed layer may cause 
a slight curvature at the ends of the bundle and this “end effect” 
may be important  for tight, specific RNA binding. To explore 
the importance of the reversed layer, we  reversed the second and 
seventh layers in the Ala2Leu2-8 mutant to make the packing 
more similar to wild-type; these two layers contain leucines in 
the “a” positions and alanines in the “d” positions (called 
Ala2Leu2-8-rev) (see  Fig. 1). Furthermore, to address the pos- 
sible influence of this end effect on  the properties of the other 
Fig. 2. Heptad repeat diagram of two layers of  Rop showing the posi- 
tions of the “a”  and  “d” residues, which pack between the four helices 
to  form the  hydrophobic core. Helices 1 and 2 are  from  one monomer; 
helices 1’ and 2’ are from  the  antiparallel second monomer.  Arrows in- 
dicate the direction of the peptide chain, in the N-terminal to C-terminal 
direction. 
Designs  that specifv stability and structure 1585 
n 
Wild-- R o ~  Fig. 1. Ribbon diagram (Kraulis, 1991) of wild-type 
R6p (Banner et al.: 1987) and schematic represen- 
tations showing the hydrophobic core side chains in 
one monomer  of wild-type and the repacked mu- 
tants. Large circles represent leucine; small circles, 
alanine; large squares represent large, non-leucine 
side chains; and small squares represent small, non- 
alanine side chains. Ellipses represent methionine 
residues and triangles represent valine  residues. Col- 
ored side chains indicate  the repacked layers. Be- 
cause Rop is an antiparallel  dimer, residues in the 
upper layers of one monomer interact with residues 
in the lower layers of the other monomer and vice 
versa. 
-8 
the replication of ColEl plasmids (Cesareni & Banner, 1985). 
Rop is a homodimer of two 63-residue helix-turn-helix mono- 
mers (Banner et  al.,  1987)  (Fig.  1). The hydrophobic core of Rop 
can be considered as eight layers of side chains perpendicular 
to  the long axis of the bundle. In  the “heptad  repeat” nomen- 
clature describing associating helices (Cohen & Parry, 1986), 
each layer is formed by two “a” a d  two “d” residues (Fig. 2). 
In most of the layers of the wild-type protein,  the “a” residues 
are relatively small and the “d” residues relatively large, with a 
large residue from  one layer packing against a small residue in 
the preceding and succeeding layers (see schematic in Fig. 1). 
In an earlier study, we demonstrated that it is possible to re- 
pack the  hydrophobic core of Rop using exclusively alanine at 
the “a” positions and leucine at the “d” positions to generate sta- 
ble proteins with  native-like structures and properties (Mu son 
et al., 1994a). In the present study, we extend these fi dings 
by investigating how the stability and structural properties of 
Rop can  be modulated by varying  either the number of repacked 
alanine and leucine layers or the pattern  and identity of the hy- 
drophobic residues at  the  “a”  and  “d” positions. 
Results and  discussion 
Hydrophobic core  designs 
A set of mutants was designed in which either two, four, six, 
or eight of the layers of the  hydrophobic  core were replaced 
by layers containing alanine at the “a” positions and leucine at 
the “d” positions (Fig. 1). Each of the mutants is named accord- 
ing to the identity of the residues at  the “a” and  “d” positions 
of the repacked layer and the  number of repacked layers; for 
example, Ala2Leu2-8 has all eight layers repacked with alanine 
in  the “a” positions and leucine in the  “d” positions (see Mate- 
rials and methods). As can be  seen in the schematic in Figure 1, 
the wild-type Rop  has  a “reversal” in the packing in the second 
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a small residue, the  “d” position. This reversed layer may cause 
a slight curvature at the ends of the bundle and this “end effect” 
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16 個のロイシンを導入した（c）結果、変性剤（グアニジン塩酸塩）による変性











































































されなくなる。Komatsu らは、粗視化モデルを用いた MD シミュレーションで、
ラックレプレッサーC 末端から得られた人工タンパク質 LARFH の自己集合を計
算した[66]。 彼らは、変異を導入していない LARFH 分子 50 個の系と、正電荷
アミノ酸をヘリックス上へ導入した LARFH 分子 25 個＋負電荷アミノ酸をヘリ
ックス上へ導入した LARFH 分子 25 個の系で、どちらが多く集合体を形成する
かシミュレーションを行い、電荷の結合への寄与を調べた。その結果、相補的な
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3.1	 Sulerythrin のインターフェイスデザイン  
 
3.1.1	 	 Sulerythrin タンパク質  
 
Sulerythrin（図 3.1）（PDB ID: 1j30）は、超好熱菌 Sulfolobus tokodaii 由来[69]
で熱安定性に優れたタンパク質である[70], [71]。溶液中でホモダイマーを形成し、
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3.1.2	 	 モデル体を使用したインターフェースのデザイン評価  
 







LARFH-K6E6 は、元の構造である LARFH よりも熱安定性が高くなっていた（表
3.1）[62]。LARFH と LARFH-K6E6 において、疎水性相互作用に起因すると考えら
れる Tm 値の上昇が塩濃度を上昇させた際に確認された。 
 
表 3.1.	 LARFH とモデル体の Tm 値比較 
 NaCl 
 15 mM 500 mM 
LARFH 104 ℃ 108 ℃ 
LARFH-EEKK < 70 ℃ 
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・Sul-VLE 変異導入点: T97V, Q98E, P101L, K105L V106E, R108L, E114E,  
E117L, W118E, E120L, R124L, A125E （図 3.2） 
 
・Sul-VLK 変異導入点: T97V, Q98K, P101L, K105L V106K, R108L, E114K,  
E117L, W118K, E120L, R124L, A125K （図 3.2） 
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3.2	 インターフェイスを導入した Sulerythrin の結合実験と考察  
 
	 3.2 では、精製した sul-VLE と sul-VLK 変異体を用いて行った結合実験について
結果と考察を述べる。3.2.1 では結合実験の光散乱法による測定を、3.2.2 では変異
体単独の解析を、3.2.3 では pH 変化による分子間相互作用の解析を、3.2.4 では担体
を使った結合実験について、3.2.5 では各変異体の熱変性曲線について説明する。最
後に 3.2.6 で考察を述べる。 
 
 
3.2.1	  光散乱法（Light scattering; LS）による結合実験の測定  
 
結合を測るため、分光蛍光光度計で 350nm の LS 強度（LSI）を測定した（付録 
B）。もし、結合によりタンパク質が高分子化すれば、LSI の上昇が観察される事
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3.2.2	 変異体単独の LSI 測定  
 
次に、sul-VLE, VLK が単独で存在する時の塩の影響を調べた（図 3.4）（図 3.5）。




	 図 3.4.	 VLE における塩効果を LSI で測定した。横軸が秒、縦軸が LSI を表す。 
 
 




に見えるが、sul-VLK の LSI はゆっくりと下がった。塩により、静電相互作用が
阻害される点から、sul-VLE の高分子化には静電相互作用が関係なく、sul-VLK
には関係あると考えられる。  
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3.2.3	 pH 変化による VLE-VLK 間相互作用の解析  
 
pH9 の sul-VLE, VLK, そして 2 つの混合液を、pH8, 7, 6 に透析し、透析後の上








みに sul-VLE, VLK が見られた。pH6 に透析したサンプルは、sul-VLK がほぼ沈殿
したが、混合したサンプルでは sul-VLE と sul-VLK がほぼ上清に存在した。 
この結果より、sul-VLE 単独では、pH 6～9 の範囲で一定の可溶性を持つ事が分
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3.2.4	  sul-VLK と、Histag を付与した sul-VLEhis との結合実験  
 
	 sul-VLE の遺伝子配列を、pET-28a に組み込んだ。これにより、His タグ配列が
sul-VLE の N 末端側に付与された。以下の操作において、「混合」はピペッティン
グ後 10 分震盪し、「遠心」は 16000 rpm、10 分の条件で行った。また、Buffer に
は 20 mM Tris-Cl pH 9 を使用した。Ni 担体には、Ni-NTA Agarose, QIAGEN 社製
を使用した。Ni 担体と VLEhis を混合し、遠心した後の上清を非吸着液①とした。
沈殿の Ni 担体を 50 mM のイミダゾールが含まれた溶液で三回洗い、三回目の上
清を洗い液②とした。洗い後に、Ni 担体を 500 mM のイミダゾールを含む溶出液
で溶出させたサンプルを③とした。同様の操作を VLK でも行い、Ni 担体に吸着
しなかった非吸着液を④、三回目の洗い液を⑤、溶出液を⑥とした。次に、VLEhis
を吸着させ、3 回洗った後の Ni 担体に VLK を混合して、同様の操作を行った。
混合後の非吸着液を⑦、三回目の洗い液を⑧、溶出液を⑨とした。以上のサンプ
ルを SDS-PAGE によって確認した（図 3.7）。 
 
 
	 図 3.7.	 SDS-PAGE による結合実験の各サンプルの確認。 
 
 
	 溶出液にバンドが現れた事から、Histag を付与した sul-VLEhis は Ni 担体に吸着
したと言える。また、sul-VLK は、非吸着液にバンドが現れ、Ni 担体には吸着し
ない事が確かめられた。しかし、Ni 担体に sul-VLEhis が吸着した状態で、sul-VLK
を混合すると、sul-VLEhis と少量の sul-VLK が溶出液に溶出した。すなわち、Ni
担体に吸着した sul-VLEhis に、sul-VLK が結合した事がわかった。 
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	 VLEhis  

 VLEhis  
 VLEhis  
 VLK  
 VLK  
 VLK  
 VLEhis+VLK  
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3.2.5	 円偏光二色性（CD）による熱変性測定  
 
CD 測定（付録 D）による、Sul-VLE(0.2mg/ml, pH8)と、Sul-VLK(0.2mg/ml, pH8)
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3.2.6	 考察  
 
	 LS や透析の結果から、sul-VLE と sul-VLK が何らかの相互作用を起こしている
事は確認できた。一方、sul-VLEhis と sul-VLK の結合実験の結果から、VLE と
VLK 間には相互作用が誘起され、確実に結合が起こっている事が示された。もし



















Sul-VLK の構造について考察する。Sul-VLK は、単独で高分子状態だが、pH 6
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4. YciF のシミュレーションと結合実験  
 
	 この章では、4.1 で MD シミュレーションを使ったインターフェイスの評価につ




4.1	 MD シミュレーションを用いたインターフェイスの評価  
 
	 4.1.1 において、これまでの実験結果を踏まえて MD シミュレーションを用いる
理由を述べる。4.1.2、4.1.3、4.1.4、4.1.5 では、MD シミュレーションの基本、分
子力場、計算機による微分方程式の扱い、周期的境界条件についてそれぞれ説明す
る。4.1.6 では、YciF タンパク質を用いた二分子結合の MD シミュレーションにつ
いて、4.1.7 で我々がデザインしたインターフェイスを載せる。4.1.8 にて、実際に





































    𝑚! !!𝒓𝒊!!! =   𝑭!     (𝑖 = 1, 2,… ,𝑁)                                 （4.1） 
ある粒子𝑖 において、𝑚!は質量、𝒓𝒊は位置、𝑭!は粒子に働く力を示す。 
 
	 MD 法では、pdb ファイル等から得られる粒子の初期座標の他に、粒子の初期
速度の情報が必要である。初期速度は、マクスウェルの速度分布に従って与えら
れる。絶対温度 T におけるマクスウェルの速度分布は、以下の式（4.2）で表せる。 
 
    𝑝(𝑣!)! =    !!!!"#  exp −!!(!!)!!!!"                                （4.2） 
ただし、（𝑙 = 𝑥,𝑦, 𝑧）、𝑘はボルツマン定数、𝑚!は粒子𝑖の質量、T が温度である。 
 
	 （4.2）により、温度 T を矛盾無く実現するように初期成分(𝑣!)!を定める。 
 
	 力はポテンシャルエネルギーU（𝒓𝟏, 𝒓𝟐,…    , 𝒓!  ）の微分として与えられる（4.3）。 
 
    𝑭! =   − !!!𝒓!                                                  （4.3） 
 
  35 
（4.3）で計算された𝑭!を（4.1）に代入して運動方程式を解き、配置を更新する。
ポテンシャルエネルギーU については 4.1.3 で後述する。微分運動方程式を計算機
上で積分する際には、近似式が用いられる（4.1.4）。dt で表された時間刻みごと
の計算を、必要な時間分繰り返して、系の粒子の位置や速度を順次更新し、様々
な物理量を出力しいくのが MD シミュレーションの概要である（図 4.1）。 
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    𝑈 = 𝑈! + 𝑈!"	   	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    	 	   （4.4） 
 
	 UB と UNB は更に、それぞれ（4.5）、（4.6）式で表される。 
 
    𝑈! =   𝑈!"#$ +   𝑈!"#$% +   𝑈!"#$!%&' +   𝑈!"#$%#&$ 	 	 	 	 	 	   	 	 	  （4.5） 
    𝑈!" =   𝑈!"# +   𝑈!"#$%&	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	     	 	  （4.6） 



















用いて、時刻𝑡 + !!  ! における速度を更新し、この𝒗 𝑡 + !"! を用いてある時間刻み
後(𝑡 + 𝛥𝑡)での位置を更新する。 
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    𝒗 𝑡 + !!  ! =   𝒗 𝑡 − !"! +   𝑭(!)! 𝛥𝑡                            （4.7） 
    𝒓 𝑡 + 𝛥𝑡   =   𝒓 𝑡 + 𝒗 𝑡 + !"! 𝛥𝑡                            （4.8） 
 
 


















  38 
4.1.6	 インターフェイスを導入した YciF 二分子の MD シミュレーション  
 
	 これまで使用していた sulerythrin タンパク質は、内部に鉄原子と亜鉛原子を含
んでおり、それが周囲のアミノ酸と複雑に相互作用している。内部の金属が、タ
ンパク質構造の安定性にどのように関与しているかは、量子化学計算での解析が
進んでいる[78]。Sulerythrin のスーパーファミリータンパク質である YciF タンパ
ク質は、金属原子を含んでいなくても結晶化する事はわかっており、計算におい







点 Tm が 100 ℃である[79],[80]（付録 E）。第二に、我々がデザインしたインター
フェイスを導入できる、ヘリックス-ターン-ヘリックスをタンパク質両端の表面
に持っている点である。第三に、MD シミュレーションを行うためには、pdb フ
ァイルに入力されたタンパク質全原子の座標が必要であり、YciF は既に X 線結晶
解析により、2 Åの解像度で構造が決定されて Protein Data Bank に登録されている
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 我々は YciF タンパク質（図 4.3）を使って、タンパク質二分子結合の全原子






て、それらを導入した YciF タンパク質の結合をそれぞれシミュレートした。 
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heptad repeat で a と d の位置に当たる部位である。青色が、インターフェイスの
側面部分にあたり、heptad repeat で b と c の位置に当たる部位である。また、29, 38, 




















導入したアミノ酸の一文字表記で、L はロイシン、E はグルタミン酸、K はリシ
ンである。アルファベット前の数字は、インターフェイス内のアミノ酸の数を示
しており、4L なら 4 つのロイシンが含まれる。 
Variants pair Variant name Mutation sites 
Wild-wild - None (wild-type) 
- None (wild-type) 
0L0E-0L0K 0L0E E38Q 
0L0K E38Q 
0L2E-0L2K 0L2E K30E, A46E, E38Q 
0L2K (K30), A46K, E38Q 
0L5E-0L5K 0L5E Q23E, K30E, K39E, A46E, G53E, E38Q 
0L5K Q23K, (K30), (K39), A46K, G53K, E38Q 
2L0E-2L0K 2L0E A29L, H45L, E38Q 
2L0K A29L, H45L, E38Q 
2L2E-2L2K 2L2E A29L, H45L, K30E, A46E, E38Q 
2L2K A29L, H45L, (K30), A46K, E38Q 
2L5E-2L5K 2L5E A29L, H45L, Q23E, K30E, K39E, A46E, G53E, 
E38Q 
2L5K A29L, H45L, Q23K, (K30), (K39), A46K, G53K, 
E38Q 
4L0E-4L0K 4L0E R26L, A29L, R33L, H45L, E38Q 
4L0K R26L, A29L, R33L, H45L, E38Q 
4L2E-4L2K 4L2E R26L, A29L, R33L, H45L, K30E, A46E, E38Q 
4L2K R26L, A29L, R33L, H45L, (K30), A46K, E38Q 
4L5E-4L5K 4L5E R26L, A29L, R33L, H45L, Q23E, K30E, K39E, 
A46E, G53E, E38Q 
4L5K R26L, A29L, R33L, H45L, Q23K, (K30), (K39), 
A46K, G53K, E38Q 
6L0E-6L0K 6L0E R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, E38Q 
6L0K R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, E38Q 
6L2E-6L2K 6L2E R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, K30E, 
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A46E, E38Q 
6L2K R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, (K30), 
A46K, E38Q 
6L5E-6L5K 6L5E R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, Q23E, 
K30E, K39E, A46E, G53E, E38Q 
6L5K R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, Q23K, 
(K30), (K39), A46K, G53K, E38Q 
8L0E-8L0K 8L0E R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, E38Q 
8L0K R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, E38Q 
8L2E-8L2K 8L2E R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, K30E, A46E, E38Q 
8L2K R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, (K30), A46K, E38Q 
8L5E-8L5K 8L5E R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, Q23E, K30E, K39E, A46E, G53E, E38Q 
8L5K R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 








図 4.5. 定義された D の概略。図 4.4 で示された三点でインターフェイスを定義し、
二分子間の距離 D を、その三角形の重心間距離とした。 
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4.1.8	 MD シミュレーションの条件  
 
	 我々は、デザインしたインターフェイスの結合への寄与を MD シミュレーショ
ンによって調査した。インターフェイス導入部位として、YciF のヘリックス-タ
ーン-ヘリックスが存在する 23~53 アミノ酸部位を設定した。二分子の YciF が結
合すると、二つのインターフェイスが天然の 4-ヘリックスバンドルと同様の構造
になるように、pdb ファイル上で YciF 二分子を逆平行に配置した（図 4.6）。 
 
 
図 4.6.	 YciF 二分子（マゼンタとオレンジで示された一分子と、緑と水色で示さ




	 本研究では、Mac Pro（OS: version 10.7.1, プロセッサ: 2 x 2.93 GHz 6-Core Intel 
Xeon, メモリ : 24 GB 1333 MHz DDR3）にインストールした GROMACS  
(GROningen Machine for Chemical Simulations) （version 4.5.4）ソフトを用いて、
MD シミュレーションを行った[83][84][85]。使用した力場モデルは、全原子モデ




また、水モデルとしては、Extended Simple Point Charge (SPC/E) [87]モデルを使用
した。SPC/E モデルでは水分子を、それぞれ負電荷を帯びた 2 点の酸素原子と、
正電荷を帯びた 1 点の水素原子として扱う。3 点電荷モデルでは、定圧比熱 Cp
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が無い状態にした。次に時間刻み 2 fs（フェムトセカンド）で 5 万 ステップ計算
を行い、全 100 ps（ピコセカンド）の NVT アンサンブル（粒子数、体積、温度が
一定のシミュレーション）と、NPT アンサンブル（粒子数、圧力、温度が一定の
シミュレーション）で溶媒緩和を行った。その後、NPT アンサンブル下において、
時間刻み 2 fs で、250 万 ステップ計算を行い、全 5 ns（ナノセカンド）の MD シ
ミュレーションを NPT アンサンブル下で行った。設定した圧力は 1.0 bar、温度は
300 K（27℃）である。 
 
	 我々はインターフェイスを導入する初期座標を決定する際に、野生型 yciF 二分
子が、5 ns 後も結合しない距離を探索した。それぞれ少しずつ距離を変えた野生
型 YciF 二分子のペアは、水分子の配置をランダムに変えて 3 回ずつ行った。3 回





図 4.7.	 インターフェイスを導入する二分子間の距離を求めた方法。野生型 YciF
を少しずつ距離を変えて配置し（左側）、5 ns の MD シミュレーションを 3 回行


















座標をランダムに変えて、全 10 回の MD シミュレーションを行い、10 個のトラ
ジェクトリーを得た。これを、15 種類の変異体ペア全てにおいて同様に行った。




4.1.9	 天然の 4-ヘリックスバンドルにおけるヘリックス -ターン -ヘリックス
面間の距離  
 
	 結合の度合いを評価するために、LARFH の基となったラックリプレッサーC 末
端側のヘリックス-ターン-ヘリックス面間距離を解析した[56]。構造を観察した所、
ラックリプレッサーの A から D 鎖のうち、A、C 鎖で構成される面と、B、D 鎖
で構成される面が、YciF 二分子が理想とする同様の角度で向き合っていた。従っ
て、A 鎖の 346L と C 鎖のの 342L, 356L を一つのインターフェイスとして、B 鎖
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4.2	 YciF の結合実験  
 
	 4.2.1 では、結合実験に使う変異体を選んだ経緯を説明する。4.2.2 では、YciF 遺
伝子の抽出について説明する。4.2.3 と 4.2.4 において、YciF 変異体の遺伝子作製か




4.2.1	 YciF6L5E と、YciF6L5K の変異体  
 






4.2.2	 YciF の遺伝子抽出  
 
	 まず、野生型の yciF 遺伝子配列を E. coli（JM109 株）のコロニーPCR によって
抽出した（付録 F）。YciF 遺伝子を、pET-28a ベクターに組み込んで Rosetta2（DE3）
株を形質転換し、培養後に発現チェックを行い、YciF の分子量の位置にバンドが
出る事を SDS-PAGE で確認した。 
 
 
4.2.3	 YciF6L5E と YciF6L5K の遺伝子作製  
 
	 pET-28a ベクターの MCS 上に組み込んだ、野生型の yciF 遺伝子配列に、
SOE-PCR 法（付録 G）（付録 H）で変異を導入し、6L5E と 6L5K の遺伝子配列
を作製した。pET-28a ベクターには、His-tag 配列が予めコードされており、発現





4.2.4	 DNA シークエンシング  
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（付録 I）参照。F, R-primer には前述の T7-P, T7-T プライマーを用いた。 
 
 
4.2.5	 YciF6L5E と YciF6L5K の発現  
 
	 正しい配列を持ったプラスミドを用いて、Rosetta2（DE3）株を形質転換した。




4.2.6	 YciF6L5E と YciF6L5K の精製  
 
	 2 L の LB 培地を用いて、大量培養、大量発現を行った。菌体破砕液から、ÄKTA 
system を用いてタンパク質の精製を試みた。Histrap HP, HiTrapTM Q HP と、
Resource Q カラム(GE ヘルスケア社)等を用いて、ÄKTA system によるクロマトグ
ラフィーを行い精製した（付録 L）。精製後、塩を抜くために 20 mM Tris-Cl pH 8.0
に透析を行い、フィルターろ過した。また、精製したタンパク質は、BCA Protein 
Assay Regent Kit (PIERCE 社) により濃度測定した。 
 
 
4.2.7	 結合実験  
 
	 精製した YciF6L5E と YciF6L5K を用いて、結合実験を行った。結合の測定に
は、分光蛍光光度計RF-5300PC SPECTROFLUOROPHOTOMETER (SHIMADZU社)
を使用して、350nm の光散乱強度 (LSI)の増減を観察した。また、結合実験後の
サンプルを SDS-PAGE にかけて、実際に結合による凝集がみられるか実験した。 
 
 
4.2.8	 ゲル濾過クロマトグラフィーによる分子量の測定  
 
	 AKTA system と、superdex200 カラムを用いて、YciF6L5E と YciF6L5K の分子
量の測定を行った。 
  48 
4.3	 MC シミュレーションによるインターフェイスのデザイン  
 
4.3 では、MC 法を利用したシミュレーションによる、インターフェイスの再デザ
インについて説明する。4.3.1 では、Rosetta Design ソフトを用いたインターフェイ





































4.3.2	 Rosetta Design で使用した構造  
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5. YciF のシミュレーション結果、実験結果と考察  
 







5.1 MD シミュレーションの結果と考察  
 
5.1 では、MD シミュレーションの結果と考察を述べる。5.1.1 では、MD シミュレー
ションを行うにあたって、YciF 二分子の初期座標をどうやって決定したかを説明す
る。5.1.2 では、変異体ペアにインターフェイスを 15 種類の組み合わせで導入し、







5.1.1 野生型 yciF 二分子が結合しない距離  
 




の値（5.1.7 参照）で解析した結果、D ≧ 1.35 nm で野生型が接触しない事が分
かった。接触が起こらなかった野生型二分子の 3 つのトラジェクトリーにおける、
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図 5.1.	 野生型 YciF 二分子の 3 つのトラジェクトリーにおける、5 ns の MD
シミュレーション中の D 値の推移を示す。初期座標で、D = 1.35 nm に設定した。 
 
 
5.1.2	 導入したインターフェイスの結合の頻度による評価  
 





	 まず、5 ns の MD シミュレーション中、D の距離が 1.35 nm または 1 nm 未満だ
った時間をカウントした（表 5.1）。この結果から、導入する疎水性アミノ酸が多
くなる程、または導入する電荷アミノ酸の数が多くなる程、D < 1.35nm や D < 1 nm
の時間が増える傾向が示された。 
 
	 例外的に、8L5E-8L5K のペアで D <  1 nm の時間が短かったが、これは 10 回
というトラジェクトリー数が少なく、正しい傾向が見られなかったと考えている。
8+5 個という数の変異を導入しすぎて変性が進み、結合が起こらなかった可能性
もあるが、MD シミュレーション時間は 5 ns と短いため、変性は観測されないと
考えられる。もし完全に変性を観察するならば、変性がフォールディングの逆反
応と考えた場合、室温において数百 µs の時間が必要と示唆される[93]。 
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表 5.1. 全サンプルの D < 1.35 nm だった時間（ns）をカウントした結果。例えば 0L-0L
列の 0E-0K 行のセルが、0L0E-0L0K の変異体ペアの結果を示す。（）内は D < 1 nm。
時間が多かったトラジェクトリー順に並べてある。 
 0L-0L 2L-2L 4L-4L 6L-6L 8L-8L 
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a                               b 
 
c                                     d 
 
e                                     f 
  
g 
図  5.2.	 結合がよく観察された変
異体ペアの全 10 回のトラジェクト
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 次に、（表 5.1）で比較的よく結合が観測された、4L5E-4L5K 〜 8L5E-8L5K の




表 5.1 と図 5.2 を見比べて、接触または結合がおきた場合の D のグラフを観察









の溶媒露出面積（Solvent-Accessible Surface Area; S-ASA）を解析した。全 10 回の
トラジェクトリーで結合の傾向が強かった 6L5E-6L5K・8L2E-8L2K・8L5E-8L5K
のペアのうち、D < 1 nm 未満だった時間が最も多かったトラジェクトリーと、最
も少なかったトラジェクトリーを比較した（図 5.3）。6L5E-6L5K ペアでは、導入
した 12 個のロイシンの S-ASA を、8L2E-8L2K と 8L5E-8L5K ペアでは、導入した
16 個のロイシンの S-ASA を解析した。解析には Pymol の S-ASA 測定コマンドを
使用した。もし二分子が、ロイシンをインターフェイス内側に含むように結合し
た場合、ロイシンの S-ASA が低下すると考えられる。 
 











図 5.3.	  6L5E-6L5K（a）、8L2E-8L2K（b）、8L5E-8L5K（c）における、導入
した 6 つないしは 8 つのロイシンの S-ASA の時間推移。二分子が結合しなかった
トラジェクトリーを破線で、結合したトラジェクトリーを実線で示す。SASA は
5 ns のシミュレーション時間を 200 ps に区切り、それそれぞれの平均の構造を算
































































較した。今回は、結合したサンプルとして 8L5E-8L5K ペアの 4 番目のトラジェク
トリーを、解離したサンプルには同じく 8L5E-8L5K ペアの 5 番目のトラジェクト
リーを用いた。タンパク質の各原子間（二分子間では無い）で、1 nm の範囲のク









図 5.4.	 8L5E の 4 番目のトラジェクトリーを結合サンプル、5 番目のトラジ
ェクトリーを解離サンプルとした。（a）クーロンポテンシャルエネルギー（b）
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最後に、結合したトラジェクトリーとしなかったトラジェクトリーにおける、
RMSF（root mean square fluctuation）を比較した（図 5.5）。結合したトラジェクト
リーの方が明らかにタンパク質全体のゆらぎが抑えられている。また、緑線のイ







図 5.5.	 8L5E-8L5K ペアで結合したトラジェクトリーと解離したトラジェクト
リーの、インターフェイスを導入したポリペプチド鎖の RMSF を比較した結果。（a）
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間距離を解析した。ラックリプレッサーの A 鎖の 346L と C 鎖のの 342L, 356L を
一つのインターフェイスとして、B 鎖のの 346L と D 鎖の 342L, 356L をもう一つ
のインターフェイスとして扱い、インターフェイス間距離を GROMACS で解析し
た。 
その結果、天然のインターフェイスの重心間距離は、0.896 nm であった。 
 
 
 5.1.4	 結合の条件設定と、インターフェイスの評価  
 





を設けた。天然のインターフェイス間距離を求めた 5.1.3 の結果を参考にして、D 
< 1 nm の状態が 1.5 ns 以上続いた場合を結合の条件と定義して、結合とその傾向
を定量的に測った（表 5.2）。 
 
表 5.2.	 D < 1.0 nm かつ、それが 1.5 ns 以上続いた場合を結合とした場合の、全
15種類の変異体ペアの各 10トラジェクトリーにおける結合をカウントした結果。
例えば 0L-0L 列の 0E-0K 行が、0L0E-0L0K 変異体ペアの、10 回のトラジェクト
リーのうち、何回結合が起きたトラジェクトリーがあったかを表す。 
 0L-0L 2L-2L 4L-4L 6L-6L 8L-8L 
0E-0K 0/10 0/10 0/10 2/10 2/10 
2E-2K 0/10 0/10 0/10 3/10 4/10 
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5.1.5	 MD シミュレーション結果についての考察  
 
	 二分子の結合は、相互作用面の疎水性アミノ酸と、電荷アミノ酸の数が多い程
強い傾向が見られた。我々が結合と定義した（インターフェイスの重心間距離 D  
1 nm 未満の状態が、1.5 ns 以上継続する）条件で、最も結合が頻繁に観測された


























	 ここまでの結果は、学術誌 1 つ[94]と、国際学会 2 つのプロシーディング[95][96]
として投稿し承認・採用済である。 
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5.2	 YciF の結合実験の結果と考察  
 
	 この 5.2 では、実際に作製した YciF6L5E（6L5E）と、YciF6L5K（6L5K）変異体
の結合実験の結果と考察を述べる。5.2.1 において、6L5E と 6L5K の耐熱性チェッ
クを行った結果ついて説明する。5.2.2 では、アフィニティカラムから溶出した変異
体の精製とその分子量の解析について、5.2.3 では、5.2.2 で精製した変異体を用い
た結合実験の結果について説明する。5.2.4 と 5.2.5、5.2.6 では、アフィニティカラ
ムを使わずに精製した変異体の精製と結合実験、分子量の解析結果についてそれぞ
れ説明する。5.2.7 で 5.2 全体の考察を述べる。 
 
 
5.2.1	 YciF6L5E, 6L5K の耐熱性  
 
	 MD シミュレーションにおいて良い結果が得られた 6L5E, 6L5K を実際に作製
して、発現チェックと熱耐性チェックを行った（図 5.6）。タンパク質発現菌液を
超音波破砕後、60℃, 65℃, 70℃で 10 分間保温して、遠心操作（16000 rpm, 10 min, 
4 ℃）により上清（上）と沈殿（下）に分離した。各サンプルを SDS-PAGE して
バンドの位置を確かめた。その結果、6L5E、6L5K ともに、70℃で 10 分間保温し
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5.2.2	 アフィニティカラムと陰イオン交換カラムによる精製  
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 次に精製した変異体をゲル濾過クロマトグラフィーにかけて、分子量と構造の
確認を行った（図 5.9）。His タグが付いた野生型 YciF は、ホモダイマーとしてお
よそ 42kDa の位置ピークを持つと考えられる。変異体のゲル濾過クロマトグラフ

















	 また、6L5E と 6L5K をそれぞれ 0.1 mg/mL に調整して、結合実験を行った。結
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図 5.11.	 6L5E と 6L5K の結合実験。LSI 測定の結果（a）と各溶液の上清と沈殿を
SDS-PAGE にかけた結果（b）。（a）青線は 6L5E 単独（0.1 mg/mL）の LSI を、赤線
は 6L5K 単独（0.1 mg/mL）の LSI を示す。緑線はセル内に 6L5E をあらかじめ入れ
て測定を開始し、60 秒の時点で等量の 6L5K を添加した結果である。紫線は、混合
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5.2.4	 アフィニティカラムと陰イオン交換カラムによる精製  
 









図 5.12.	 陰イオン交換カラムで精製した 6L5E と 6L5K。マーカー（M）は、Ex 




5.2.5	 変異体の結合実験 2 
 
	 精製後、各変異体の濃度を限外ろ過フィルタ （ー5,000 MWCO, VIVASPIN 6, GE
ヘルスケア社製）を用いて、8 mg/mL にまで濃縮した。濃縮したサンプルを用い
て結合実験を行い、LSI の時間変化を測定した（図 5.13）。もし変異体同士が相
互作用して自己集合を起こせば、LSI の上昇が観測できる。6L5K の 500 秒あたり
のピークは、セル内の微細なゴミか、変異体の高分子化したものと推測される。
二種類の変異体を混ぜても、高分子化は観測されなかった。また混合溶液を 4℃
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 次に、SDS-PAGE を用いた結合実験の結果について述べる。各変異体単独時に
遠心操作を行い、上清と沈殿に分離した。また、LSI 測定に用いた、混合溶液（1
日後のサンプル）も遠心操作（16000 rpm, 20 min）を行い、上清と沈殿に分離し







図 5.13.	 結合実験の LSI の時間推移。青線（6L5E）、赤線（6L5K）が、各変異
体単独時の LSI である。緑線が、初めセル内に 6L5E を入れておき、図中の矢印
の時点（60 秒）で等量の 6L5K をセル内に添加した結果である。各変異体の終濃
度は 4 mg/mL ずつとなる。紫線は、混合した溶液を 24 時間経ってから、ピペッ























図 5.14.	 各変異体の濃度 8 mg/mL で行った結合実験の結果。各変異体単独時の











を得た（図 5.15）。ゲル濾過クロマトグラフィーでは、カラムボリューム 24 mL
の superdex 200 カラムを使い、使用したバッファーは、20 mM Tris-Cl pH 8.0 + 50 
mM NaCl である。 
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図 5.15.	 0.25 mg/mL に調整した 6L5E と 6L5K のゲル濾過クロマトグラフィーの




5.2.7	 結合実験の考察  
 











	 アフィニティカラムに吸着しなかった変異体を回収して、カラムと pH を変え































る。5.3.3 では、Rosetta Design を使ったインターフェイス再デザインの結果を説明
する。最後に 5.3.4 にて考察を行う。 
 
 







ったり結合している瞬間の構造を 5.3.2 にて選出した。 
  
  
図 5.16.	 8L5E-8L5K の 4 番目のトラジェクトリーが、MD シミュレーションにと
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い、最終的に Rosetta Design に入力する構造を 3 つ選出した（表 5.4）（図 5.17）。 
 
表 5.3.	 MD シミュレーション中に得られた結合した変異体ペアの各トラジェク
トリーの中から、D 値が最小の時間を求め、最もインターフェイス同士が接近し
た構造を 18 個得た。 




2220 ps, 0.899154 nm 
1070 ps, 0.897364 nm 
3540 ps, 0.777209 nm 
6L0E-6L0K 5th 
7th 
1230 ps, 0.722813 nm 





4630 ps, 0.796678 nm 
4290 ps, 0.754344 nm 
1090 ps, 0.839986 nm 




4020 ps, 0.812585 nm 
4780 ps, 0.839531 nm 
4770 ps, 0.758023 nm 
8L0E-8L0K 1st 
4th 
2470 ps, 0.799654 nm 




3570 ps, 0.814587 nm 
1420 ps, 0.831582 nm 
2750 ps, 0.884627 nm 
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表 5.4.	 接近した構造のうち、天然の 4-ヘリックスバンドルに見られる 10°の角
度及び、内部に水が入っていないかどうかを評価し、インターフェイス同士が密
接に結合している構造を 3 つの得た。 
変異体ペア トラジェクトリーNo. 観察された時間とその D 値 
8L0E-8L0K 4th 3500 ps, 0.606593 nm 
8L2E-8L2K 1st 3570 ps, 0.814587 nm 
8L5E-8L5K 4th 4410 ps, 0.672056 nm 
 
    
a                               b 
 







5.3.3	 Resetta Design によるアミノ酸の予測  
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 表 4.4 を参考にして、インターフェイスの表面にあたる 26, 29, 33, 38, 42, 45, 49, 
52 番目の残基には、全 20 種類のアミノ酸全てを予測に使えるようにした。また、
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表 5.5. 8L0E-8L0K, 8L2E-8L2K, 8L5E-8L5K のインターフェイス再デザイン結果。*
は差異が無い事を、:は似たアミノ酸に置換された事を示す。 
変異体 もとの配列と予測後のアミノ酸配列 
8L0E 	 	 	 	 	 L	 	 L	 	 	 L	 	 	 	 L	 	 	 L	 	 L	 	 	 L	 	 L	 	 -MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKQLTLALLKLALATSNLKLSLAFLAHLLETLG	 –もとの 8L0E の配列	 
EKELTRALLELAEATSNLELSEAFLEHLRETAE	 – MC 法による予測後	 
**	 **	 ***	 **	 *****	 **	 ***	 **	 **:	 	 	 -	 差異	 
8L0K 	 	 	 	 	 L	 	 L	 	 	 L	 	 	 	 L	 	 	 L	 	 L	 	 	 L	 	 L	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKQLTLALLKLALATSNLKLSLAFLAHLLETLG	 –もとの 8L0K の配列	 
EKKLTEALLKLANATSNRRLSLAFLKHLLETLK	 – MC 法による予測後	 
**	 **	 ******	 ****	 :******	 ******	 	 	 -	 差異	 
8L2E 	 	 	 	 	 L	 	 LE	 	 L	 	 	 	 L	 	 	 L	 	 LE	 	 L	 	 L	 	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKQLTLALLELALATSNLKLSLAFLEHLLETLG	 –もとの 8L2E の配列	 
EKELTEALLELAIATSNEELSKAFMEHLEETLE	 – MC 法による予測後	 
**	 **	 ******:****	 	 **	 **	 ***	 ***	 	 	 -	 差異	 
8L2K 	 	 	 	 	 L	 	 LK	 	 L	 	 	 	 L	 	 	 L	 	 LK	 	 L	 	 L	 	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKQLTLALLKLALATSNLKLSLAFLKHLLETLG	 –もとの 8L2K の配列	 
EKRLTEALLKLAHATSNDKLSAAFLKHLLETLK	 – MC 法による予測後	 
**.**	 ******	 ****	 ***:**********	 	 	 -	 差異	 
8L5E 	 	 E	 	 L	 	 LE	 	 L	 	 	 	 LE	 	 L	 	 LE	 	 L	 	 LE	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKELTLALLELALATSNLELSLAFLEHLLETLE	 –もとの 8L5E の配列	 
EKELTEALTELALATSNLELSKAFMEHLEETIE	 – MC 法による予測後	 
*****	 **:************	 **	 ***	 **:*	 	 -	 差異	 
8L5K 	 	 K	 	 L	 	 LK	 	 L	 	 	 	 LK	 	 L	 	 LK	 	 L	 	 LK	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKKLTLALLKLALATSNLKLSLAFLKHLLETLK	 –もとの 8L5K の配列	 
EKRLTEALIKLALATSNARLSKAFAKHLLETLR	 – MC 法による予測後	 
**:**	 **:********::**	 **:*******:	 	 -	 差異	 
	 	 
  74 
5.3.4	 Resetta Design によるインターフェイス再デザインの考察  
 
 















かった（30K, 53R, 42K）。 





表 5.6.	 8L5E と 8L5K のインターフェイス部位を、実際に接触すると予測される
ように並べ替えたもの。8L5E の 21~33 残基は、8L5K の 33~21 残基と対応し、8L5E
の 38~53 残基は、8L5K の 53~38 残基と対応するようにデザインしてある。N と C
は N 末端側と C 末端側を示す。赤色と青色が付いているのが、元々の変異箇所＋
予測後の電荷アミノ酸変異箇所の部位を示す。 
変異体 21~33 残基 38~53 残基 
8L5E 	 N-EKELTEALTELAL-C N-LELSKAFMEHLEETIE-C 
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り、それを解決するために MD シミュレーションの手法を用いた。 
	 MD シミュレーションの結果、疎水性アミノ酸が 6 個と電荷アミノ酸が 5 個の




























































A.	 Sulerythrin-VLE, VLK を作製する際、PCR 法に用いたプライマー  
 
	 ベクター用のプライマー 
T7-P: 5’- TAATACGACTCACTATAGGG 
T7-T: 5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG 
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B.	 Light Scattering（LS）解析  
 
	 タ ン パ ク 質 の 結 合 を 観 測 す る た め に 、 分 光 蛍 光 光 度 計 RF-5300PC 
SPECTROFLUOROPHOTOMETER (SHIMADZU 社)で 350nm の光散乱強度 (LSI)
を測定した。光散乱強度とは、セル内に光を当てて、試料に反射して散乱した光
の強度である。仮に、重合や凝集など、セル内の分子群が大きくなると、散乱す
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C.	 SDS-PAGE 
 
	 発現、熱安定性、フラクション、精製チェックを SDS-PAGE で行った。サンプ
ルを適量(5～10 µL)取り、等量の 2×sample buffer（表 C.1）を加え、100 °C で 2
分間保温し、泳動用サンプルとした。SDS ゲル（表 C.2）の分離ゲルのアクリル
アミド濃度は 15 %で作成した。ゲルを泳動槽にクリップでセットし、Running 
buffer（表 C.3）を注いだ。XL-Ladder Law Unstained マーカー (アプロサイエン
ス社) とサンプルをアプライし、200 V の電圧で電気泳動を行い、泳動部先端が
ゲルの端に到達する直前に泳動を停止した。ゲルは染色液（表 C.4）に浸して、
電子レンジで 30 秒加熱した後、30 分間震盪した。次にゲルを脱色液（表 C.5）




表 C.1.  2×Sample buffer 組成 
0.5M Tris-Cl pH6.8                                   2.5 mL 
1M DTT                                            2.0 mL 
Glyserol                                            2.0 mL 
SDS                                                0.4 g 
1% Bromophenol Blue                                 1.0 mL 
D.W.                                               2.5 mL 
 
表 C.2.  SDS-ポリアクリルアミドゲル組成 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 分離ゲル	 	 濃縮ゲル 
30% Acrylamide/Bis solution (BioRAD 社)      3.0 mL       0.64 mL 
1.5M Tris-Cl pH8.8                         1.5 mL         - 
0.5M Tris-Cl pH6.8                           -          1.0 mL 
D.W.                                     1.42 mL      2.52 mL 
10% SDS                                 0.06 mL      0.04 mL 
30% APS                                  20 µL     	  13 µL 
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表 C.3.  10×Running buffer 組成 
Tris                                            30 g 
Glycine                                        144 g 
SDS                                            10 g 
D.W.                                    total    1 L 
1×に milliQ で薄めて適量を使用した。 
 
表 C.4.  SDS ゲル染色液組成 
CBB (R-250)                                        0.5 g 
Methanol                                           90 mL 
Acetic Acid                                         18 mL 
D.W.                                              90 mL 
	 染色液にゲルを浸した後、電子レンジで 20 秒程暖め、染色を促進させた。 
 
表 C.5.  SDS ゲル脱色液組成 
Methanol                                            36 mL 
Acetic Acid                                          160 mL 
D.W.                                               180 mL 
	 脱色液にゲルを浸した後、電子レンジで 30 秒程暖め、脱色を促進させた。 
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D.	 CD（円偏光二色性）スペクトル解析  
 
精製し、濃度測定したタンパク質試料を 0.2 mg/mL に調整し、これを CD スペ
クトル用サンプルとした。タンパク質の熱変性曲線を得る際には、バッファーは
20mM KPi を使用した。 
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E.	 野生型 YciF の熱耐性と CD 測定  
 
	 天然の YciF 遺伝子をコロニーPCR によって抽出し、pET-28a ベクターに組み込
んで、His タグ付きの野生型 YciF を Rosetta2(DE3)株に発現させた。タンパク質を
精製後、222 nm のスペクトル、昇温速度 1 ℃ / 1 min で CD を測定し、二次構造
が壊れる様子を観察した（図 E.1）。その結果、熱変性中点 Tm は 100 ℃であった。 
 
図 E.1.	 CD222nm における野生型 YciF（His タグ付き）熱変性度の推移。 
 
	 また、室温 25℃と 130℃での CD を、それぞれ 190 nm ~ 250 nm、200 nm ~250 nm
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F.	 コロニーPCR 
 
	 目的の yciF 遺伝子を、E.coli（JM109 株）からコロニーPCR によって抽出した。
JM109 を抗生物質フリーの LB 培地を用いて培養（37℃, O/N）し、多数のコロニ
ーを得た。10 個のコロニーを滅菌済みの爪楊枝で搔き取り、滅菌済み D. W. 200 µL
に懸濁した。そのうち 2 µL を、KOD plus 使用時の鋳型 DNA 溶液として用いた
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G.	 YciF6L5E、YciF6L5K 変異体を作製する際、PCR 法に用いたプライマー  
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H.	 SOE-PCR 法による変異の遺伝子導入  
 
	 本研究で行った SOE-PCR 法[97]の手順を説明する（図 H.1）。 
1st PCR、2nd PCR は、KOD plus DNA ポリメラーゼ (TOYOBO 社)を使い、以
下の条件にて行った（表 H.1）（図 H.2）。PCR 産物の量が少ない時は、50 µL ×3
本の PCR を行い、溶出する際に 1 本にまとめて量と濃度を上げた。 
PCR 産物は、アガロースゲル電気泳動により目的バンドを分離した。まず、PCR
産物に 10×Loading buffer (タカラ社) を 3 µL 加え、泳動用サンプルとした。次に
作成した 3 % アガロースゲル（表 H.2）を泳動槽に沈め、泳動 buffer（表 H.3）
で浸した。pUC Mix Stable DNA Marker (SIGMA 社) と泳動用サンプルをゲルにア
プライし、100 V で電気泳動した。Loading Buffer 色素がゲルの 4/5 程度流れた時
点で電気泳動を終了した。ゲルは 1 µg/mL EtBr 溶液で 10 分間染色した。染色し
たゲルに UV 照射して目的バンドを確認し、ゲルからよく拭いたカッターで切り
出した。切り出したゲルは、Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega 社) 
によって DNA を精製し、50 µL の滅菌水で溶出した。 
2nd PCR 産物は精製後、対応する制限酵素で 37°C、2 時間の制限酵素処理（表 
H.4）を行い、再びゲル切り出し精製をして、insert 配列とした。同時に vector も
同様の操作を行い、insert と同じ制限酵素サイトが MCS に開いた vector を精製し
た。制限酵素処理後、精製した insert と vector を混ぜ、DNA Ligation kit (タカラバ
イオ社) でライゲーション反応を行った（表 H.5）。 
このライゲーション反応液で、JM109 コンピテントセルを形質転換した。まず
氷上で溶かしたコンピテントセル 100 µL にライゲーション反応液全量を加え、氷
上に 30 分間置いた。その後 42 °C で 45 秒間ヒートショックを与え、再び氷上で
2 分間置いた。SOC 培地（表 H.6）を 500 µL 加え、37 °C で 30 分間回復培養した。
培養液を 4 °C 、3000 rpm、1 分間遠心し、500 µL の上清を取り除いた。残りを優
しくピペッティングして懸濁し、この液を LB プレート(Amp+)にコンラージ棒を
用いて塗り拡げた。このプレートを、37°C で O/N 培養した。 
プレートに現れたコロニーを、LB 培地 3 mL で 37 °C 、O/N 培養し、Pure YieldTM 
Plasmid Miniprep System (Promega 社)でプラスミド精製した。このプラスミドを制
限酵素処理し、アガロース電気泳動して、insert チェックを行った（表 H.7）。 
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 図 H.1.	 SOE-PCR 法の概略。5 末端側（灰色）と 3 末端側（黒色）の間に挟ま
れた鋳型の遺伝子と、目的の変異をコードした青いプライマーを用意する。1st 
PCR 反応によって、5’灰色部-変異導入部 3’の DNA と、5’ 変異導入部-黒色部 3’
の 2 種類の DNA ができる。DNA を精製後、2 種類を混合し、灰色側と黒色側の
プライマーによって 2nd PCR を行い、変異が導入された遺伝子配列を得る。 
 
 
表 H.1.  KOD plus 使用時の PCR 反応液組成 
10× Buffer for KOD plus                          5 µL 
25 mM MgCl2 or MgSO4                           2 µL 
2.5 mM dNTP mixture                             4 µL 
各種 F-primer 10 µM                              1 µL 
各種 R-primer 10 µM                              1 µL 
鋳型 DNA                                  適量(0.5～1 µL) 
KOD plus                                       1 µL 
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図 H.2. KODplus を用いた際の PCR サイクルを示す。 
 
 
表 H.2.  3 %アガロースゲルの組成 
3 %   Agarose                




表 H.3.	  50×TAE buffer 組成 
2 M  	 	 Tris 
2 M  	 	 Acetate 
50 mM   EDTA-2Na 
	 1×に脱イオン水で薄めて使用した。 
 
表 H.4. 制限酵素処理液組成 
2nd PCR 産物                                     50 µL 
制限酵素                                         各 2 µL                                           
10× buffer                                       6 µL 
 
表 H.5. ライゲーション反応組成 
Insert                                             5 µL 
Vector                                            5 µL 
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表 H.6.  SOC 培地組成 
2 %     Bacto Trptone 
0.5 %   Bacto Yeast Extract 
10 mM  NaCl 
2.5 mM  KCl 
20 mM  Glucose 
10 mM  MgSO4 
10 mM  MgCl2 
	 フィルター濾過した MgSO4、MgCl2 はオートクレーブ滅菌後に加えた。 
 
表 H.7.  insert チェック制限酵素反応液組成 
精製プラスミド                                   5 µL 
EcoRI                                            0.7 µL 
NdeI                                             0.7 µL 
10× K buffer                                     0.8 µL 
D.W.                                             0.8 µL 
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I.	 DNA シークエンシング  
 




ックスした後 15 分間 R.T.に置いた。R.T. 、15000 rpm、20 min 遠心し、上清を除
いた。70 % エタノールを 250 µL 加え、軽く撹拌した後、R.T. 、15000 rpm、5 min
遠心した。上清を除き、20 min 減圧乾燥させた。20 µL の HiDi ホルムアミドを加
え、100 °C で 3 min 保温した後、氷上で冷やし、MicroAmp 96-well Reaction Plate





表 I.1.	 Big-Dye 反応液組成 
Big-Dye Terminator v3.0 (ABI 社)                     2 µL 
F-primer 10µM                                    0.3 µL 
R-primer 10µM                                    0.3 µL 
鋳型プラスミド                                   2 µL 




	 図 I.1. Big-Dye 反応サイクル。 
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J. タンパク質の発現  
 
プラスミド 1.5µl を用いて Rosetta2 (DE3)コンピテントセル 30 µL を形質転換し
た。 
Rosetta2 セルは、ヘルパープラスミド λ-DE3 がコードする T7 ポリメラーゼに
よって、pET ベクターの T7 プロモーター下流の遺伝子を特異的かつ強力に発現
させるため、タンパク質発現に適している。 
使用したベクターによって抗生物質は変更した。pET-21c の場合はアンピシリ
ン（Amp(150 µg/mL)）、pET-28a の場合はカナマイシン（Kn(50 µg/mL)）をそれぞ
れ用いた。 
ベクターと混合したコンピテントセルを、LB プレート(抗生物質+) （表 J.1）
にそのままコンラージ棒を用いて塗り拡げて 37 ℃、O/N 培養した。シングルコ
ロニーを LB 培地 3 mL(抗生物質+) （表 J.2）で 37 ℃、16 時間震盪培養した。
菌液 2 mL を LB 培地 200 mL(抗生物質+)に植え継ぎ、37 ℃で 2 時間震盪培養し
た。発現誘導のため、IPTG を終濃度 0.5 mM になるよう添加し、再び 37 ℃で 4
時間震盪培養した。 
菌液は、4 °C、6000 rpm、10 分の条件で集菌した。菌体は、20 mM Tris-Cl pH 8.0
で懸濁し、使用するまで-20 °C で保存した。 
 
 
表 J.1.	 LB プレート組成 
1 %  	 Bacto Trptone 
0.5 %  Bacto Yeast Extract 
1 %  	 NaCl 




表 J.2.	 YciF 用 LB 培地組成 
1 %  	  Bacto Trptone 
0.5 %    Bacto Yeast Extract 
1 %  	  NaCl 
10 µM   ZnCl2 
10 µM	  FeCl3 
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K.	 タンパク質の熱耐性チェックと粗精製  
 
作製したタンパク質の発現チェックを行った。菌体を 1mL 取り氷上で超音波破
砕した。破砕液を 4 °C、16000 rpm、20 分遠心し、上清と沈殿に分けた。沈殿は
1mL の 20 mM Tris-Cl pH 8.0 で懸濁した。上清と沈殿を SDS-PAGE で解析した。 
次に、タンパク質の大まかな熱安定性を確認するために、破砕液上清を 100 µL
ずつエッペンドルフチューブに分け、それぞれ 60 °C、65 °C、70 °C、75 °C で 10
分間保温した。その後 4 °C、15000 rpm、10 分遠心し、上清と沈殿に分けた。沈




砕液を 4 °C、30000 rpm、10 分の条件で超遠心した。上清を回収し、フィルター
(Millex® Sterile Filter Unit (Millpore 社))でろ過した。 
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L.	 YciF6L5E, YciF6L5K の精製  
 
	 変異体は、ÄKTA System (GE ヘルスケア社)にと Histap HP, HiTrap Q HP, 
ResourceQ カラム(GE ヘルスケア社)で、クロマトグラフィーによる精製を行った。
吸着、溶出バッファーは使用直前に 0.22µm のフィルターろ過・脱気を行った（表 
L.1 ~ L.8）。吸着バッファーで平衡化したカラムにサンプルを吸着させ、カウンタ
ーイオンのまたは競合試薬の混合濃度を変える事により各タンパク質固有の溶出
位置に分画させ分離した。各フラクションを SDS-PAGE で確認した。 
続いて、目的のタンパク質が溶出したフラクションを集め、塩を除くために透
析を行った。透析膜は超純水中で 5 min 煮沸した後、良くすすいだ物を使った。
透析外液は次の操作に合わせて変更した。透析は 4 °C、3 時間透析した後、透析
外液を新しくして再び 4 °C、O/N 行った。透析液は 4 °C、15000 rpm、10 分遠心
して沈殿を取り除き、SDS-PAGE で確認した。 




表 L.1.	 YciF 変異体 Histrap HP 使用時 吸着バッファー組成 
20 mM  	 Tris-Cl pH 8.0 
150 mM	 	 NaCl 
 
表 L.2.	 YciF 変異体 Histrap HP 使用時バッファー組成 
20 mM   Tris-Cl pH 8.0 
150 mM  NaCl 
0,5 M    immidazole 
 
 
表 L.3.	  YciF 変異体 HitrapQ 使用時 吸着バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.0 
 
表 L.4.	 YciF 変異体 HitrapQ 使用時 溶出バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.0 
1 M     KCl 
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表 L.5.	  YciF 変異体 HitrapQ 使用時 2 回目 吸着バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.8 
 
表 L.6.	 YciF 変異体 HitrapQ 使用時 2 回目溶出バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.0 
1 M  KCl 
 
 
表 L.7.	  YciF 変異体 Resource Q 使用時 吸着バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.0 
 
表 L.8.	  YciF 変異体 Resource Q 使用時 溶出バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 10.0 
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